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論文内容要　旨
【 purpose 】 Tat (Trans-acting activator of transcription) protein transduction domain
(TatP) is considered as a good candidate as nanoICarriers for therapeutic-molecules, such as
proteins, DNA, RNA, or drugs, into cells‥ However, the detailed mechanism of TatP-cell entry
remains unclear due to the photobleaching nature of the conventional dyes used for
visualization, and unavailability of appropriate visualization techniques.
【material and method】 In this study, single-particle tracking of TatP labeled with a
photobleach-resistant quantum dot (QD) with low concentrations (3-30 pM) in living c;lls with
a 6-nm spatial precision were conducted by utilizing a high･speed conLTocalmicroscope with a
high-sensitivity camera. The moment of single complexes of the TatP-QD cell binding and their
kinetics on the cell membrane were clearly observed at -30-100 ms他ame.
【Result】 The serial steps of intracellular delivery pf TatP were clearly demonstrated such
as, cell surface binding, lateral transport on the cell surface followed by acceleration of
membrane rufmng, internalization throughmacroplnOCytOSis, intracellular transport thorough
macroplnOCytOticIVeSicles, and releasing from the vesicles.
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【Conclusion】 These findings would lead to further exploration of the rate-limiting steps of
TatP delivery to provide clues f♭r the inhibition of its cellular entry as well as improⅥng
efficacy as nanoICarriersI Moreover, the image analysis of the delivery processes of
slngle-particles with2- and 31dimensional tracking would be a powerful tool for investigating
their molecular mechanisms in living cells.
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【所定様式⑩No.1】大学院の課掛こよる者(謙笹博･医学)
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追跡を用いたT a t蛋白の細胞内動態の定量化)
所属専攻･分野名　医科学　専攻∴._..__…_一一_…感染病魔掌　　分野
氏名　_._..______PrQm如nyak血.War,tmya.__"".__
Tat (i,a肝aCting activator of transcription)はHIV-1の制御タンパク質であり､宿主細胞の転写因子
と結合して､ HIV-1遺伝子の転写量を大きく高める｡また､細胞外に放出されたTatがHIV-1に感染していない
細胞の膜を透過して核に移行し､近傍の非感染T細胞のアポトーシスを引き起こすことが報告されており､ HIV
の病態に深く関わっていると考えれている｡ 1 9 9 7年にVivesらにより､ TatタンパクのRegionⅣのアルギニ
ンリッチな11アミノ酸(aa 47-57)が､タンパク質の膜透過に重要であることが示され､ PTD (protein
transdu｡ti｡n domain)と名づけられた｡これらのタンパク質に､様々なタンパク質､薬剤(カーゴ分子)を
融合させ､ in vivo､あるいはim vitroで細胞内に強力に伝達したという報告がある｡このためTat protein
transdu｡ti｡n domain (T｡tP)は治療分子のナノキャリアーとして有力な候補と考えられているが､現状とし
て上手く行っている例は限られている｡また､ TatPの細胞内侵入メカニズム､動態は依然として十分に明らか
になっていない｡これは従来､画像化に使われていた蛍光色素が短時間で光祷色する性質と､画像化する技術
的な限界による制約があったためである｡本研究では､ TatPの細胞侵入メカニズムの解明がPTDによる治療分
子伝達技術の実用化に寄与すると考え､光軸色しにくいQuantum Dot (QD)でラベルしたTatP (TatP-QD)を､
一分子顕微鏡で観察したo実験では3-30 pMの極めて低い濃度下に30-100 ms/frameの高速で撮影し､ TatP-QD
が細胞表面に結合する瞬間と細胞表面上の動き､取り込み､細胞内輸送について-粒子レベルで詳細に観察し
た｡その結果､ TatPは(1)レセプターを介した細胞表面結合､ (2)細胞膜ラップリングに伴う細胞表面上
の側方拡散､ (3)マクロピノサイト-シスのよる取り込み､ (4)マクロピノソ-ムのTubulinによる細胞内
輸送､ (5)マクロピノソ-ムからの放出という過程を経て取り込まれることを明確に示したo準に､ TatPを
用いた細胞内分子輸送におい声取り込まれた多くのTatPがMicrotubule Organizing Centerに集積し､ほと
んど細胞質に放出されない｡このことは､マクロピノソ-ムからの放出がTatP融合カーゴ分子の効果発現を制
約する段階となっていることを示しており､TatPを用いたカーゴ分子の発現効率を改善する重要な手がかりを
与えるものである｡また､ TatPの侵入メカニズムを解明することが､ HIV-1 Tatの細胞内侵入を阻害する新し
い治療ターゲットとなる可能性があるDこのように､一粒子顕微鏡を用いて､一粒子の動態を生細胞という複
雑な環境下に2次元､および3次元で追跡する一分子イメージングの技術は､細胞で起こる粒子の速度･動態
の変化を物理学的手法を用いて解析したり､分子間の相関関係を解明したりすることが可能である〇一分子イ
メージングは､仮説の証明､新たな発見をもたらす強力な手段として期待されており､今後､生物物理学的と
いう新たな研究分野の発展に寄与する技術であると考えられる｡
よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める｡
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